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0. SAMENVATTING 
Bladeren van Alstroemeria's vergelen vaak voortijdig door een te snelle 
veroudering. De vergeling van de bladeren is nadelig voor de houdbaarheid van 
het produkt. Wanneer aan afgesneden Alstroemeriatakken een voorbehandeling met 
een gibberelinezuur (GA_) bevattende oplossing wordt gegeven blijkt deze 
veroudering veel later op te treden waardoor de houdbaarheid wordt verbeterd. 
Voor het verkrijgen van een betere houdbaarheid wordt op grote schaal door de 
telers een voorbehandeling met GA_ toegepast. Hiervoor worden pas geoogste 
Alstroemeriatakken gedurende enkele uren in een GA_ bevattende oplossing 
geplaatst. Om er zeker van te zijn dat Alstroemeria's lange tijd op de vaas 
gehouden kunnen worden, wordt een controle op aanwezigheid van opgenomen GA_ 
nodig geacht. Voor uitvoering van deze controle werd een Elisa-toetsraethode 
voor GA ontwikkeld om opgenomen GA in de tak aan te tonen. Hiervoor waren 
monoclonale antilichamen die 100% kruisreactief zijn met GA beschikbaar. 
Onderzocht werd welk deel van de tak het beste gebruikt kan worden. Nagegaan 
werd tevens of en zo ja in welke mate GA_ omgezet zou kunnen worden. Uit het 
hiervoor uitgevoerde onderzoek bleek dat het toegediende GA voor het grootste 
deel in de bladeren terecht komt en in gelijke mate over de bladeren gedistri-
bueerd wordt als de voorbehandeling wordt gegeven. Uit een berekening bleek dat 
voldoende opgenomen GA_ in de bladeren verwacht mocht worden om met behulp van 
Elisa aan te tonen. 
Voorbehandeling gedurende 0 tot 24 uur met een GA_-oplossing van 20 mg/L, 
resulteerde in een GA--gehalte in perssap van resp. 0,1 tot 30 pmol/yl GA_ bij 
de cultivar Ontario. Verandering in concentratie van GA_ in het voorbehandelings-
middel resulteerde in eenzelfde verandering in GA_-gehalte van perssap. 
Geconcludeerd werd dat perssap van bladeren geschikt is om hierin het 
GA_-gehalte te bepalen en dat de vorming van omzettingsprodukten van GA niet 
storend is bij deze bepaling. 
Gedurende de dagen na voorbehandeling daalt het GA -gehalte, maar opgenomen GA 
(>0,10 pmol/yl) is aantoonbaar gedurende minimaal drie dagen. 
Onderzocht werd of er een verschil is in houdbaarheid als een relatief korte of 
lange voorbehandeling wordt gegeven. Het bleek dat de houdbaarheid van bladeren 
na een voorbehandelingsduur van twee uur gelijk was aan de houdbaarheid die 
verkregen werd wanneer langer dan twee uur werd voorbehandeld. De hoeveelheid 
GA in perssap bij gelijke voorbehandelingsduur was per cultivar verschillend, 
zodat een kritisch GA -gehalte geldend voor alle cultivars niet bepaald kon 
worden 
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1. ALGEMENE INLEIDING I' 
De cultivars van het geslacht Alstroemeria verschillen in kleur en kleur-
schakering van de bloemen en zijn het resultaat van kruisingen tussen bota-
nische soorten uit Zuid-Amerika. 
De schermvormige bloeiwijze draagt drie tot vijf ongeveer 5 cm trechtervormig 
geopende bloemen welke op een bloemsteeltje staan. De ongeveer 75 cm lange 
snijbloemen zijn dicht bezet met lancetvormige bladeren, welke onder de bloei-
wijze in een krans zijn geplaatst. Wegens de grote hoeveelheid blad wordt de 
sierwaarde behalve door de bloemen ook door het blad bepaald. De bladeren 
kunnen echter, wanneer de bloemen op de vaas worden gehouden, geel worden 
voordat de bloemen gaan ruien. 
Er zijn inmiddels zogenaamde houdbaarheidsmiddelen verkrijgbaar die de blad-
vergeling en tevens de vroegtijdige bloemval kunnen uitstellen. In deze 
middelen is de werkzame stof tegen bladvergeling de plantegroeiregulator 
gibberellinezuur (GA_), de werkzame stof die bloemval tegengaat is een zilver-
houdende verbinding. De toepassing van deze houdbaarheidsverbeterende middelen 
vindt plaats op de bedrijven waar Alstroemeria geteeld wordt. Na verdunnen van 
het middel met leidingwater worden de snijbloemen een aantal uren in de 
oplossing geplaatst, zodat de vloeistof wordt opgenomen door de takken. 
Voor het verkrijgen van een optimale sierwaarde en houdbaarheid van het blad, 
is een voorbehandeling met een GA» bevattende oplossing noodzakelijk gebleken. 
Daarom is een controle-test gewenst die aangeeft of telers de snijbloemen 
hebben voorbehandeld met GA_. 
Met beschikbare monoclonale antilichamen die werden ontwikkeld tegen GA , maar 
100% kruisreactief zijn met GA was het mogelijk om een Elisa-bepalingsmethode 
(Elisa = enzyme-linked immunosorbent-assay) voor GA te ontwikkelen. Met behulp 
van deze methode kan men het GA -gehalte snel en gemakkelijk in grote 
aantallen monsters bepalen. Vanwege de ervaring op het gebied van Elisa bij het 
CABO werd hier een Elisa-toets voor GA_ ontwikkeld in opdracht van de VBN. 
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2. DISTRIBUTIE EN OMSZETTING VAN GA IN BLOEMTAKKEN 
2.1. Inleiding 
14 
C-GA_-distributie, omzetting van GA_ 
14 14 
Met behulp van C-GA» en C-verbrandingsapparatuur werd onderzocht hoe GA_ 
over de stengel, bladeren en bloemen gedistribueerd wordt. Dit onderzoek werd 
uitgevoerd om te weten welk deel van de tak gebruikt kan worden voor de Elisa 
toets. In planten kan GA omgezet worden in GA-metabolieten zoals geglucosideerd 
GA (Barendse en De Klerk, 1975; Ferguson e.a. 1986; Stoddart en Jones, 1977). 
Deze verbindingen werden aangetoond door middel van dunnelaag chromatografie. 
Deze methode werd hier toegepast om te onderzoeken of in Alstroemeria GA„ 
omgezet wordt in dergelijke metabolieten. 
2.2. Materiaal en Methode 
Herkomst gebruikte cultivar (cv.) Ontario: Bemmel (Betuwe). 
Gibberellinezuur (GA , Sigma No. G-3250, 90% zuiver) concentratie: 20 mg per 
liter leidingwater (herleid naar de concentratie GA. van een commercieel 
voorbehandelingsmiddel). 
Commercieel verkrijgbare GA bevattende voorbehandelingsmiddelen: SVB-1, 
Florissant 110. 
Voorbehandeling: opname oplossing door takken in bekerglazen, kamertemperatuur. 
14C-GA3-distributie 
De distributie van GA, werd nagegaan door middel van opname van ca. 1 uCi 
14 (spec, activiteit 3,7 x 10 4 Bq; C-GA_ 259 MBq/mmol) in 10 ml waterige 
GA_-oplossing van twee commercieel te verkrijgen houdbaarheidsmiddelen, SVB-1 
en Florissant-110, en een in het laboratorium bereide GA -oplossing. Na de 
opname die 16 uur duurde, werden de afzonderlijke bladeren en bloemen van de 
stengel geplukt en in polycarbonaatcupjes gedaan. Deze werden gewogen 
(versgewicht ca. 1 gram) en gedroogd bij 70 °C. Op 10 plaatsen in de stengel 
werd 1 gram van de stengel versneden, gepakt in cupjes en gedroogd. Deze werden 
verbrand in een Oximat (Intertechnique, IN 4101), hierbij werd de radio-
activiteit opgenomen in de scintillatievloeistof Carbamat en deze werd gemeten 
in een Packard Vloeistof Scintillatie teller. De tel-efficiëntie varieerde van 
90 tot 95%. 
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Dunnelaag chromatografie van een bladextract. 
14 
Gedurende 24 uur werd een C-gelabelde GA_-oplossing opgenomen door een tak. 
Hierna werd circa 1 gram blad met zand in ca. 10 ml koude methanol vermalen. 
Onoplosbare delen van dit extract werden verwijderd door middel van centri-
fugatie in een tafelcentrifuge. Van het supernatant werd de methanol afgedampt 
met behulp van een Rota Vapor tot ongeveer een halve ml residue overbleef. Dit 
residue werd opgebracht op een dunnelaag plaat (Silica kieselgel 60F 254) die 
werd ontwikkeld in tolueen-butanol-azijnzuur (70/25/5 v/v) en die daarna werd 
gedroogd. De radioactieve plaatsen werden gelokaliseerd met behulp van een 
Dunnshicht-Scanner II, LB 2723 Berthold. Het silica met de radioacitiviteit 
werd van de plaat gekrabd of de plaat werd verknipt indien aluminimum als 
drager voor de silica diende. Het GA dat gehecht was aan de silicagel, werd 
dan opgelost door middel van ca. 1 ml ethanol. De vrijgekomen radioactiviteit 
werd opgenomen in 10 ml scintillatie-vloeistof (Hydroluma) en hierin de radio-
activiteit bepaald. De silicagel en aluminimum bevond zich daarbij op de bodem 
van het telflesje. De tel-effeciëntie varieerde van 80 tot 95%. 
2.3.Resultaten 
14 
Het distributiepatroon over een tak van C-GA- afkomstig uit de zelfbereide 
GA -oplossing (20mg/L) werd bepaald en vergeleken met het distributiepatroon 
14 
van C-GA_ uit twee commercieel verkrijgbare houdbaarheidsmiddelen, SVB-1 en 
Florissant. Het bleek dat de distributie van de radioactiviteit van de takken, 
die voorbehandeld waren met GA uit SVB-1, Florissant en de zuivere GA -
oplossing hetzelfde was. Een resultaat van één experiment is weergegeven in 
Fig. 1. Ongeveer 80% van de totale radioactiviteit werd in de bladeren aange-
troffen, in de kransbladeren werd steeds een hogere activiteit gevonden dan in 
de andere bladeren. De rest, ongeveer 20% werd aangetoond in stengel, bloemen 
en bloemknoppen. Bij een korte voorbehandelingsduur van 1 uur werd GA„ eveneens 
bovenin aangetroffen. 
14 
Distributie van C-GA_ over een blad 
Uit tabel 1 blijkt het meeste GA_ in de top van het blad terecht komt (tabel 
1). 
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Omzettingsprodukt 
Na ontwikkeling van het residue op een dunnelaag plaat werd radioactiviteit 
aangetroffen op de plaats van zuiver GA, (Fig.2, zone B). Daarom werd aange-
nomen dat GA aanwezig is in het blad. Het bleek dat GA omgezet kan worden in 
verbindingen waarvan de rF waarde overeen kwam met geglucosideerd GA» dat 
aangetoond werd bij Pharbihs nil (Barendse, De Klerk, 1975)(Fig. 2, zone A). 
Door bepaling van de relatieve hoeveelheid radioactiviteit in zone A en Zone B 
werd berekend dat na een voorbehandelingsduur van 16 uur, circa 50% van de GA, 
omgezet was in deze verbindingen. Dit betekende dat voldoende GA zou over-
blijven voor een Elisa-toets ter controle op gebruik van GA door de teler. 
2.4. Conclusie 
14 Uit de hier uitgevoerde distributie-analyse van GA- d.m.v. C gelabelde GA, 
bleek dat het GA. voor het grootste deel in de bladeren terecht komt. 
Daarom werd geconcludeerd dat bladeren gebruikt kunnen worden voor de 
Elisa-toets. 
Op grond van berekening naar de te verwachten GA hoeveelheid in de bladeren, 
waarbij gecorrigeerd werd voor 50% omzetting van GA na 16 uur voorbehandelen 
met 20 mg GA /L, wordt verondersteld dat voldoende GA, aanwezig is voor de 
controle op gebruik van GA door de teler. 
Nadere analyse van de distributie van GA^ over de verschillende bladeren 
van een tak, te bepalen d.m.v. Elisa maakt goed duidelijk welke bladeren 
geschikt zijn om hierin GA aan te tonen ten behoeve van de beoogde toets. 
(zie hoofdstuk 3) 
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3. ELISA-BEPALING VAN GA IN PERSSAP VAN BLADEREN 
3.1. Inleiding 
Met behulp van beschikbare monoclonale antilichamen die ontwikkeld waren tegen 
GA1, maar 100% kruisreactief bleken tegen GA-, werd een Elisa-toets (Enzyme 
Linked Imunosorbentassay) voor GA, ontwikkeld. Voor het principe van deze 
bepalingsmethode wordt verwezen naar de algemene handboeken voor immunologische 
bepalingstechnieken of Vonk e.a. (1986). Voor het ontwikkelen van deze 
Elisa-toets was het nodig GA, te binden aan Key Hole Lympit-haemocyanine 
(KHLH), een eiwit dat geschikt is voor hechting aan de wand van een 
polystyreenplaat. De gevoeligheid van de bepalingsmethode werd bepaald door 
deze koppelingsprocedure. Onderzocht werd of gemakkelijk te winnen perssap uit 
blad als uitgangsmateriaal kon dienen voor de beoogde praktijktoets en een 
maat kan zijn voor de wijze van voorbehandelen. Hiervoor werd de duur van 
voorbehandelen en de concentratie van GA, in het oplosmiddel gevarieerd en 
daarna het GA -gehalte in perssap bepaald. Om te weten of GA, enkele dagen na 
de voorbehandeling nog in aanvaardbare hoeveelheden aan te tonen is werd direct 
na de opname en op meerdere dagen daarna, het GA,-gehalte in perssap bepaald. 
Door middel van een verdunningsserie van perssap uit bladeren werd nagegaan of 
er storende kruisreactiviteit is met de omzettingsprodukten van GA,. 
3.2. Materiaal en Methoden 
ELISA van GA 
Monoclonale antilichamen die 100% kruisreactief zijn met GA, maar ontwikkeld 
waren tegen GA werden verkregen via de fa. Eurodiagnostics van het Monoclonal 
Antibody Centre, McMillan Labs, Cambridge. De antilichamen voor dit onderzoek 
zijn afkomstig van cellyn 136. Voor synthese en specifieke eigenschappen zie P. 
Knox e.a. 
Conjungatie van GA aan KHLH: 
Twee verschillende conjungaten van KHLH en GA. werden gesynthetiseerd volgens 
1) de gemengde anhydride methode (Atzorn & Weiier, 1983a en 2) volgens de 
hemisuccinylmethode (Knox e.a., 1987). De verkregen conjungaten worden als 
vaste stof bij -20 °C bewaard. 
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De hoeveelheid aan het KHLH gekoppelde GA (KHLH + GA.) en de koppelings-
procedure, bepaalden de ontstane gevoeligheid van de ELISA methode voor GA_. 
Met de gesynthetiseerde conjungaten (KHLH + GA3) kan GA bepaald worden in de 
concentratiereeksen van resp: 
0,5-5 pmol/100 yl (1) 
5-100 pmol/100 yl (2) 
Voorschrift voor de bereiding van de KHLH-GA -oplossing: 
Eén dag vôôr het hechten aan microtiterplaten wordt de gewenste KHLH-GA -
oplossing in 0.05 M carbonaatbuffer (7,5 ml 0.2 Mol Na CO , 17.5 ml 0.2 Mol 
NaHCO , 75 ml demi water, pH 9.6) gemaakt die 10 x zo geconcentreerd is als de 
uiteindelijk te gebruiken concentratie. 
De concentratie KHLH-GA voor de gevoelige bepaling (0,5-5 pmol) is 20 Mg/ml 
carbonaatbuffer, voor de ongevoelige (5-100 pmol) is deze 10 Mg/ml. 
Coating van de EIA-microtiter platen. 
De putjes worden gevuld met 200 Ml KHLH-GA.-oplossing in 0.05 M carbonaat-
buffer. De met KHLH-GA -oplossing gevulde EIA-platen (Costar, 96-well EIA 
plate, flat bottom, catalogus nummer 3590), worden minimaal 1 nacht bij 3 °C 
geplaatst alvorens ze te gebruiken. De gecoate platen zijn ongeveer een maand 
houdbaar voor uitvoering van de gehalte bepalingen. 
Antilichaam-bereiding (direct voor de bepaling) 
De antilichaam oplossing (Knox e.a., 1987), welke bij -20 °C wordt bewaard, 
wordt 500 x voor de concentratiereeks van 0,5-5 pmol GA /100 yl, resp. 700 x 
voor de concentratiereeks van 5-100 pmol GA /100 yl verdund in PBST (NaCl 8 g, 
KH PO 0,2 g, Na HP0..12H 0 2.9 g, KCl 0,2 g, Tween 20 0.5 ml, NaN 0.2 g + 
1000 ml, pH 7.4). 
Uitvoering bepaling: 
A. De KHLH-GA. gecoate plaat wordt 1 x gewassen met demiwater en vervolgens 
5 x gewassen met PBST. Per putje wordt toegevoegd 100 yl PBST en/of 100 yl 
ijkoplossing of monster in PBST, vervolgens in alle putjes (-blanko): 100 yl 
antibody-oplossing in PBST. Na mengen wordt voor de vorming van het 
immuuncomplex de plaat gedurende één nacht bij 3 °C gezet (in gesloten 
doos) (Blanko: 200 yl PBST). 
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B. Na vorming immuuncomplex bij 3 °C, 
de plaat 5 x wassen met PBST en vervolgens alle putjes vullen met Anti-Rat-
IgG/Alkaline Phosphate oplossing (merk: AR/AP; Sigma, No. A-9654), 500 x in 
PBST. Na mengen wordt de plaat 3 uur* bij 35 °C gezet (in gesloten doos). 
*Eventueel 2 uur bij 35 °C, met een hogere concentratie anti-Rat IgG/AP. 
C. Na 3 uur* incubatie bij 35 °C, de plaat 5 x wassen met PBST en vervolgens 
alle putjes vullen met 200 yl PNP (Para nitrophenol Merck, 98% zuiver), 1 
mg/ml substraat buffer (Na2N0 0,79 g, NaHCO 1,46 g, NaN 0,1 g, MgCl .6H 0 
0.05 g, per 500 ml H O , pH 9.6). Na mengen wordt de plaat (in gesloten doos) 
ca. 1 uur bij 35 CC geplaatst. 
D. De kleurreactie wordt na ca. 1 uur gestopt door toevoeging van 50 yl KOH 
(5N) per putje en daarna de kleurintensiteit gemeten (A 405 nm) met de EIA 
Reader (direct of na bewaren in een afgesloten doos bij 3 °C). 
Perssapbereiding 
Bladeren werden in een daarvoor bestemde centrifugebuis (Van Die, 1958) 
gebracht, die vervolgens gedurende 20 minuten bij -20 °C werd geplaatst. Nadat 
het blad ontdooid was, werd de buis gedurende 15 minuten gecentrifugeerd bij 
2000-4000 rpm (temp: < 20 °C). Het perssap komt daarbij onder in de 
centrifugebuis terecht. Met een pasteurpipet werd het sap in een Eppendorf 
cupje overgebracht en daarna bij -20 °C geplaatst en bewaard tot de gehalte 
bepaling voor GA door middel van Elisa werd uitgevoerd. 
Kruisreactiviteit 
Een sluitend bewijs dat de omzettingsprodukten van GA. wel of niet of 
in enige mate kruisreactief zijn met de antilichamen tegen GA , kan gegeven 
worden door bepaling van deze kruisreactiviteit met te isoleren omzettings-
produkten. Dit onderzoek werd niet uitgevoerd. 
Een manier om te onderzoeken of omzettingsproducten van GA_ (zone A, Fig.2) 
kruisreactief zijn met de antilichamen is door middel van vergelijking van de 
absorptie (EIA-reader) behorend bij een perssapmonster dat verschillend verdund 
wordt, zodanig dat de te verwachten absorptie binnen de waarden van de ijklijn 
voor GA_ vallen. Indien zou blijken dat na meting van de absorptie en aflezen 
van het daarbijbehorend GA_-gehalte met behulp van de ijklijn en daarna te 
berekenen GA -gehaltes van de verschillende verdunningen gelijk aan elkaar 
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zouden zijn, dan mag geconcludeerd worden dat in dit geval de mogelijke omzet-
tingsprodukten van GA. niet of 100% kruisreactief zijn. Deze proef 
werd hier uitgevoerd (tabel 3). Het bleek dat bij verschillende verdunningen 
van een perssapmonster dezelfde hoeveelheid werd gevonden. Aangenomen werd dat 
er geen of 100% kruisreactiviteit is, maar 100% kruisreactiviteit wordt 
op grond van het hiervoor verkregen resultaat niet aanwezig verondersteld. 
3.3. Resultaten en discussie 
Perssap 
Voor het uitvoeren van de Elisa toets in praktijk, was het de vraag welk deel 
van de tak gebruikt kan worden voor bemonstering. Uit het distributiepatroon 
van GA. (Fig. 1) werd duidelijk dat het meeste GA_ in de bladeren terecht komt 
en hierover min of meer gelijk verdeeld wordt. Dit betekende dat bladeren in 
aanmerking komen om hierin het opgenomen GA- aan te tonen d.m.v de Elisa. De 
vraag was welk type extract van bladeren geschikt zou zijn om hierin het 
GA_-gehalte te bepalen. Het bleek dat perssap in een redelijke hoeveelheid uit 
bladeren te verkrijgen was door middel van centrifugatie van het blad. Hiervoor 
was een reeds ontwikkelde centrifugebuis beschikbaar waarmee een hoeveelheid 
perssap verkregen kon worden die het versgewicht van bladeren benaderde. Echter 
eerst werd onderzocht of in dit perssap opgenomen GA_ aangetoond kan worden en 
zo ja, in welke hoeveelheid. In tabel 2 is een vergelijking gemaakt tussen een 
bepaalde hoeveelheid GA_ die door een tak werd opgenomen en de daarna terugge-
vonden hoeveelheid d.m.v. Elisa. In 24 uur en in 72 uur resp. werd 11 en 26 ml 
van een GA -oplossing (20 mg GA,/L) opgenomen door afzonderlijke takken, en 
daarna in het perssap een gemiddelde GA -concentratie gevonden van resp. 
ongeveer 3500 en 5000 pmol/100 yl perssap. Er werd minder teruggevonden dan 
opgenomen werd, nl. resp 64% en 47% van de totale opgenomen hoeveelheid, zie 
tabel 2, rechts. Dat in beide gevallen minder GA_ teruggevonden dan opgenomen 
werd is niet onverwacht aangezien in de eerste plaats volledige 
uitpersing van blad niet gehaald kan worden, in de 2e plaats kan GA_ omgezet 
worden waardoor minder teruggevonden wordt. Dat na 72 uur voorbehandelen 
relatief minder GA^ teruggevonden wordt in vergelijking met 24 uur voorbehan-
delen is mogelijk te verklaren doordat GA omgezet wordt in de omzettingsproducten 
die niet bepaald worden met de Elisa toets. 
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Effect van voorbehandelingsduur resp. variatie van de GA concentratie in 
voorbehandelingsmiddel op GA -gehalte perssap 
Pas geoogste takken werden gedurende 1 tot en met 4 uur voorbehandeld een SVB-1 
oplossing. Na de voorbehandeling werden de takken in water geplaatst. Het 
GA_-gehalte in perssap werd bepaald direct na voorbehandeling (t = 0 uur) en 24 
uur, 48 uur en 72 uur daarna (Fig. 6). 
De GA_-concentratie als functie van de voorbehandelingsduur (t = 0 uur) werd 
weergegeven in Fig. 3. 
N.B. Het perssap werd op twee verschillende manieren verdund, zodanig dat het 
gehalte in de verdunde oplossingen tussen 0,5 en 5 pmol GA_/100 yl en 5 en 100 
pmol GA_/100 yl kwam te liggen. Toepassing van deze twee concentratiereeksen 
resulteerde in een GA_-gehalte van het te bepalen perssapmonster dat gelijk 
bleek, hetgeen ook verwacht mocht worden. Het bleek dat het GA_-gehalte recht 
evenredig toenam naarmate de voorbehandeling langer duurde. Dit werd ook bij 
een andere cultivar gevonden. Bij een voorbehandeling tot 50 uur werd na 20 uur 
voorbehandelen geen nadere toename in GA_-gehalte in perssap gemeten (Fig. 4). 
Takken werden gedurende 2 uur in oplossingen geplaatst die 20 en 200 mg GA per 
liter bevatten. Er werd resp. gemiddeld 530 pmol GA_ en 4930 pmol GA_ in lOOul 
perssap per blad, aangetoond (Tabel 3). Hieruit blijkt dat de 10-voudige 
verhoging van de GA_-concentratie in het oplosmiddel, een 10 voudige toename 
van GA -concentratie in het perssap veroorzaakt. 
In het persap van elk afzonderlijk blad werd min of meer dezelfde GA hoeveel-
heid gevonden. De grotere hoeveelheid radioactiviteit (Fig. 1) bovenin in de 
tak vergeleken met de radioactiviteit in de stengelbladeren onderaan de tak 
werd mogelijk veroorzaakt door een grotere verdamping van water als gevolg van 
een sterke luchtstroming die in het isotopenlab heerste. Gezien de waarnemingen 
uit tabel 2 (opname in lab ruimte) en 3 (opname in klimaatkamer) waarbij in 
perssap van alle bladeren ongeveer dezelfde GA_-concentratie werd gevonden, werd 
geconcludeerd dat elk blad voor de toets gebruikt kan worden. 
Afname GA_ na voorbehandeling 
Uit Fig. 6 blijkt dat het GA_-gehalte na voorbehandeling kan dalen op ogen-
schijnlijk, willekeurige wijze (Fig. 6). Opgenomen GA blijft gedurende lange 
tijd aantoonbaar (Fig. 7). 
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3.4. Conclusie 
Gezien de gevonden relaties tussen voorbehandelingsduur, concentratie GA in 
voorbehandelingsmiddel en GA_-concentratie in perssap, alsmede de proef waaruit 
bleek dat het grootste deel van de opgenomen hoeveelheid GA. teruggevonden kan 
worden, wordt geconcludeerd dat dit perssap gebruikt kan worden voor de beoogde 
controletoets voor opgenomen GA_. Duidelijk is dat de GA.-concentratie in 
perssap gerelateerd is aan de voorbehandelingswijze. 
Extra onderzoek, waarbij mogelijk een norm voor GA_-gehalte vastgesteld zou 
kunnen worden, zou duidelijk kunnen maken in hoeverre de gevonden grote 
standaardafwijkingen bij Fig. 6 en 7 belangrijk zijn (zie Aanbevelingen). 
3.5. Voorbeeld van een praktijktoets; 
Gezien de correlatie tussen voorbehandelingsduur en GA_-concentratie in 
perssap, kan op basis van een dergelijke relatie,een verdunning gekozen worden, 
Hieronder is een voorbeeld gegeven hoe een verdunning gekozen wordt. Een 
voorbeeld van een toets zoals die in de praktijk toegepast zou 
kunnen worden is hieronder beschreven. De verdunning die hier gekozen werd 
wijkt iets af van de verdunning die hieronder berekend werd op grond van 
Fig. 4. 
Het kiezen van een verdunning van perssap voor GA„-bepaling, uit te voeren in 
een concentratie-bereik van 5-100 pmol/100 microliter. 
Uitgaande van perssap waarvan het GA -gehalte kan variëren tussen bijv. 200 en 
2000 pmol/100 microliter (Fig.4), wordt bij een verdunning van 20 keer, een 
onderwaarde van 5 pmol en een bovenwaarde van 100 pmol verwacht. Dit betekent 
dat een verdunning van 20 keer voldoet om het GA_-gehalte te bepalen. 
Gedurende 4 uur werden takken van verschillende cultivars bij 20 °C voorbe-
handeld met een SVB-1 oplossing. Per cultivar werden 4 perssap monsters bereid 
van kransbladeren van verschillende takken (tabel 4). De perssap monsters 
werden 40 keer verdund en het gehalte bepaald met het KHLH-GA. conjungaat 
waarmee GA_ in de concentratiereeks 5-100 pmol/100 1 bepaald kan worden. De 
gehaltes bleken erg verschillend te zijn per cultivar, deze varieerde tussen 
600 en 2400 pmol/100 microliter perssap. Deze verschillen bleken moeilijk 
verklaarbaar te zijn. Nader onderzoek indien dit gewenst wordt zou duidelijk 
kunnen maken wat hiervan de oorzaak is (zie Aanbevelingen). 
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4. EFFECT VAN GA OP DE BLADVERGELING. 
4.1. Inleiding 
Het effect van GA, op de bladvergeling werd bestudeerd bij twee lichtcondities. 
In het donker werd nagegaan of een lage of hoge dosering van GA aan takken een 
verschil in houdbaarheid van het blad veroorzaakt. Ook werd het effect van een 
hoge dosering GA_ op de houdbaarheid onderzocht wanneer takken geplaatst waren 
bij een lichtconditie van 12 uur rood licht en 12 uur donker. 
4.2. Materiaal en methode 
Takken werden gedurende 2 tot 50 uur voorbehandeld (20 mg/l GA,) en daarna in 
het donker weggezet. Door middel van visuele waarneming werd vastgesteld 
wanneer de bladeren begonnen te vergelen. In een andere proef werd dit met 
behulp van spectrofotometrische analyse vastgesteld. De takken werden hiervoor 
voorbehandeld gedurende 2 uur met resp. 20 en 200 mg GA,/L. Voor chlorofyl-
bepaling werden vijf bladeren geplukt uit het midden van de tak en uit de 1 
krans van vijf takken en deze werden in vierkante stukjes van 1 bij 1 cm 
geknipt. Na door elkaar schudden van de bladstukjes werd ongeveer 1 gram van de 
bladstukjes in 5 ml n,n-dimethylformamide (Inskeep en Bloom, 1985) gebracht en 
de monsters één nacht in het donker weggezet. Van de groene oplossing werd na 
geschikte verdunning de absorptie gemeten bij 664 nm en 647 nm. Het totale 
chlorofylgehalte werd berekend volgens de volgende formule: 12.70A647 + 
8,08A665 = totaal chlorofyl. Voor de bepaling van de aanvang van vergeling in 
het donker en in rood licht (TL nr. 15 Philips) werd een klimaatkamer verduis-
terd door middel van zwart plastic. Een TL-buis met groen licht werd zo nu en 
dan aangeschakeld. (Philips TL nr. 17) 
4.3. Resultaten/discussie 
Effect van veel en weinig GA in perssap op bladvergeling 
De takken werden in het donker geplaatst om de eerder gevonden positief 
werkende lichtrespons uit te sluiten. Gedurende 0, en 2 t/m 50 uur werd 
voorbehandeld met een zuivere GA,-oplossing (20 mg GA-/L). Het GA_-gehalte na 
voorbehandeling was resp. 250 tot 2500 pmol GA /100 microliter bij Ontario en 
van 800 tot 5000 pmol/100 microliter bij Yellow King. Beide cultivars 
verschilden nauwelijks in aanvang van vergeling bij vergelijking van de kortst 
voorbehandelde en de langst voorbehandelde takken. Niet voorbehandelde takken 
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van cv. Ontario vergeelden 2 à 3 dagen na voorbehandeling, de behandelde takken 
3 à 5 dagen daarna. De bladeren van de cultivar Yellow King vergeelden 
iets eerder d a n d e b l a d e r en v*n de cultivar Ontario. Een experiment werd 
uitgevoerd waarbij de aanvang van de vergeling (cv. Ontario) werd vastgesteld 
door middel van spectrofotometrische bepaling van het chlorofylgehalte in steel 
en kransbladeren van vijf takken. Hiervoor werd een voorbehandeling gegeven van 
2 uur met 20 en 200 mg GA-/L (zie Fig.7 voor de aanvangshoeveelheden GA_ in 
perssap van steelbladeren). Elke 2 à 3 dagen na de voorbehandeling werd het 
chlorofylgehalte bepaald. Het chlorofylgehalte van steel en kransbladeren 
daalde met gelijke snelheid, er was geen aantoonbaar verschil in de aanvang van 
vergeling bij de beide voorbehandelingen (Fig. 7, afname van het gehalte in de 
kransbladeren is niet getoond). Uit deze resultaten werd geconcludeerd dat er 
geen verschil in houdbaarheid is als een lage of hoge GA. dosering wordt 
toegediend wanneer takken in het donker geplaatst zijn. 
Effect van licht op de vergeling, veel GA_ in perssap 
Bij plaatsing in het (rode) licht was de houdbaarheid bij beide cultivars in 
vergelijking met donker veel beter. Wanneer GA in het blad aanwezig was, was 
deze maximaal. De cultivar Veronica had, onder de hier gestelde condities 
(tabel 6) steeds een betere houdbaarheid dan cv.Annabel. 
Bij afgesneden bladeren van tomaat en komkommer kan het verouderingsproces dat 
in bladvergeling tot uiting komt, vertraagd worden door elke 24 uur gedurende 5 
minuten met rood licht (golflengte 600-700 nm) bladeren te belichten (Tucker, 
1981). In dit onderzoek werd gevonden dat de bladvergeling bij Alstroemeria tot 
erg lange tijd uitgesteld kon worden in aanwezigheid van rood licht, 12 uur 
licht/12 uur donker 
Onduidelijk is of hier sprake is van een zogenaamd morfogenetisch effect, 
d.w.z. dat door belichting met rood licht gedurende enkele minuten, 
de aanvang van de veroudering uitgesteld kan worden. 
Wegens de lange belichting die hier werd toegepast kan daarom fotosynthese 
de oorzaak zijn van een langere houdbaarheid in vergelijking met in donker 
geplaatste takken. (Biswal en Sharma 1976, Tucker 1981). 
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5. AANBEVELINGEN VOOR VERVOLGONDERZOEK 
Bij een normering voor GA,-gehalte is het de vraag of de perssapbereiding zoals 
die in dit verslag is beschreven wel voldoet. Mogelijk is een nadere verfijning 
aan te bevelen aangezien de GA_ niet in gelijke hoeveelheid over het blad wordt 
gedistribueerd. De afmetingen van de bladeren van diverse cultivars zijn nogal 
verschillend. Mogelijk is het verschil in afmeting van bladeren van invloed op 
het GA_-gehalte (opname verschil door verschil in bladgrootte). 
Gezien de snelle afbraak van chlorofyl in het donker, ook in aanwezigheid van 
GA_ (Fig. 7, tabel 6) zou het mogelijk zijn dat de donkere transportfase 
nadelig is voor de houdbaarheid. Misschien dat door belichting met (rood) licht 
voor aanvang van of tijdens het transport, de veroudering vertraagd wordt. 
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14 Tabel 1. Distributie van C-GA, over 4 bladeren die in 3 delen werden geknipt: 
basis (B), midden (M), top (T), zie afbeelding. 
Opgenomen door een tak: 10 ml, 20 mg GA /L. 
Blad versgewicht (g) 
B M T 
1 0,58 0,47 0,22 
2 0,49 0,34 0,23 
3 0,28 0,29 0,11 
4 0,31 0,29 0,12 
spec.act. (dpm/g) 
B 
53, 
14, 
10, 
10, 
.728 
.055 
.082 
.974 
M 
133, 
109, 
48, 
40, 
.953 
.444 
.893 
.059 
T 
420. 
263. 
158. 
99. 
,768 
,270 
,415 
,333 
Tabel 2 . Hoeveelheid GA_ in nmol/blad teruggevonden na opname van 11 en 26 ml 
GA_ op los s ing (20 mg/L) in 24 en 72 uur door twee takken zonder 
bloemen. Teruggevonden hoeveelheid GA. r e s p . 64% en 47% van t o t a l e 
opgenomen hoevee lhe id . 
Bladnr. 
(opname 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
(opname 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
Versgewicht 
11 ml) 
0,54 
0,50 
0,50 
0,52 
0,52 
0,61 
0,66 
0,60 
0,66 
0,65 
0,81 
0,81 
0,57 
0,70 
0,47 
26 ml) 
0,69 
0,70 
0,79 
0,79 
0,84 
0,78 
0,71 
0,75 
0,65 
0,55 
0,55 
0,66 
0,58 
0,45 
0,61 
0,40 
pmol/100 yl perssap nmol/blad 
5543 
5600 
5401 
3460 
4182 
2670 
3058 
3262 
2951 
3643 
3493 
3208 
4203 
3010 
4675 
29 
28 
27 
18 
23 
16 
20 
19 
19 
23 
28 
26 
24 
21 
22 
Totaal 349 
L2890 
9010 
5853 
4340 
5245 
7208 
4427 
4703 
3630 
3043 
3400 
5028 
5180 
4994 
4583 
3713 
89 
63 
46 
35 
44 
56 
32 
36 
24 
17 
19 
34 
30 
23 
28 
15 
Totaal 591 
Vergel i jk ing opgenomen-teruggevonden GA 
Totaal toegevoegd: 637 nmol GA 
t a r r a s t e e l * 15% : (-)_95 nmol 
542 
Teruggevonden GA 349 «• 64% 
Vergel i jk ing opgenomen-teruggevonden GA 
t o t a a l toegevoegd: 1507 nmol GA^  
t a r r a s t e e l 15% : (-) 226 nmol 
1281 
Teruggevonden GA 591 » 47% 
Tabel 3. Vergelijking van GA. concentrsatie in perssap van bladeren. 
Voorbehandelingsduur 2 uur, met GA oplossing waarin 20 en 200 mg 
GA3/L. 
Bladnr. pmol GA /100 yl perssap Bladnr. pmol GA_/100 ui perssap 
(gift 20 mg/l) (gift 200 mg/l) 
l 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
BASAAL BLAD 
KRANS(I) 
KRANS(II) 
750 
646 
625 
600 
610 
540 
457 
409 
470 
473 
506 
505 
465 
456 
525 
525 
685 
675 
565 
324 
431 
530 
458 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
BASAAL BLAD 
KRANS (!) 
6600 
6150 
8700 
6000 
4275 
4950 
5775 
4200 
5820 
4125 
4875 
4350 
4950 
4275 
3375 
3000 
3675 
4125 
3675 
4650 
4275 
5625 
5850 
4350 
530 ± 100 (S.D.) 
pmol GA /100 yl perssap 
X = 4930 ± 1200 (S.D.) 
pmol GA /100 ui perssap 
Tabel 4. Concentratie GA (pmol/100 1) in perssap van kransbladeren van 
afzonderlijke takken van verschillende cultivars na voorbehandeling 
gedurende 4 uur met een SVB-1 oplossing. Verdunning: 40 keer, 
concentratiereeks 3-100 pmol/100 1. 
Cultivar 
Flamengo 
Samora-binnen 
Samora-buiten 
Yellow King 
Jubilee 
Rosita 
Pink Triumpf 
Ontario 
Takl 
840 
520 
760 
1040 
400 
560 
640 
620 
Tak 2 
840 
1000 
1360 
1440 
520 
600 
760 
720 
Tak 3 
1600 
1040 
2200 
1640 
640 
1160 
720 
862 
Tak 4 
1560 
1080 
2400 
1720 
800 
1360 
840 
1000 
Tabel 5. Concentratie GA in verschillende verdunningen van perssap na 
voorbehandeling van takken in SVB-1 gedurende 0, 4, 24 uur. 
Concentratie reeks 0,5-3 pmol GA /100 ui. 
uur 
SVB-1 
0 
4 
24 
A405 
0,353 
0,428 
0,518 
0,282 
0,418 
0,712 
0,444 
0,657 
0,787 
pmol GA3/100 yl 
2,25 
1,79 
1,42 
2,22 
1,34 
0.61 
1,44 
0,84 
0,60 
Verdunning 
3 
4 
5 
300 
600 
1050 
2000 
3500 
5000 
pmol GA_/100 ui 
perssap 
7 
7 
7 
665 
780 
630 
2880 
2975 
3000 
Tabel 6. Bepaling van de bladvergellng bij takken van twee cultivars, die 
werden voorbehandeld met en zonder GA_, en in donker of bij rood licht 
werden geplaatst. De aanvang van de bladvergellng in de onderstaande 
tabel is gebaseerd op beoordeling van 6 foto^s die werden genomen 
vanaf 7 dagen tot 22 dagen na het afsnijden. Per foto: 1 blad per cv. 
p^er • lichtconditie,afkomstig van het onderste gedeelte van een tak. 
Voorbehandeling 16 uur in donker, 40 mg GA3/L. Donker: 24 uur 
volledige duisternis. Rood licht: dag-nacht ritme van 12 uur 
-2 -1 licht/donker (Philips TL nr 15; 40 nmol m sec of 0,3 W/m2). 
40 W 
Cultivar Voorbehandeling Aanvang zichtbare 
vergeling (dag) 
Veronica 
Donker geen 9 
Donker GA3 13 
Rood geen 17 
Rood GA„ 22 
Annabel 
Donker geen 5 (zonder foto) 
Donker GA_ 7 
Rood geen 9 
Rood GA0 15 
SPECIFIEKE ACTIVITEIT 
( « 1000 DPM / G VERS GEWICHT ) 
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Fig.1 Distributie van 14C-GA3 over stengel(*).stengelbladeren(B), 
kransbladeren(l), bloemen en bloemknoppen(+). Opgenomen: luCi, 
10 ml GA3, 20 mg/L. Opnameduur: 16 uur. 
A B 
CPM r 
LJL. 
.2 A .6 .7 .8 1.0 
Fig.2 Verdeling van de radioactiviteit op een dunnelaag 
chromatogram, ontwikkeld in tolueen/ n-butanol/ azijnzuur 
(70:25:5 v/v), van een bladextract.Het extract werd 
gemaakt na opname van 14C-GA3 ,20 mg/L. Opnameduur: 16 uur. 
p m o l / l O Û L j l 
ooo-
• 
BOO-
6 0 0 
4 0 0 
200-
n. 
/ < 
4 1 1 1 
• 
, 
y 
< • 
i 
• 
/ 
) 
-
, 
i 1— 1 
1 2 3 4. 
SVB1 VOORBEHANDELING Cur>n) 
FIg.3 GA3-gehalte in perssap(pmol/100^1) van kransbladeren 
van 4 takken, bepaald 1 t.e.m. 4 uur ha opname van een SVB-1 oplossing. 
+: gehalte bepaald in concentratiereeks 5-100 pmol GA3/100 1, : gehalte 
bepaald in concentratiereeks van 0,5-5 pmol/100 1. 
pmol/lOOul 
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GA3 VOORBEHANDELING <ui-«rO 
w ' \ ^ 3 _ g e h a l t e in PerssaP (pmol/100^ 1) van steelbladeren(n=5) uit 
net midden van 5 takken, na voorbehandeling van 2 tot 50 uur 
met 20 mg GA3/L. 
70 
lu 20 30 40 50 
GA3 VOORBEHANDELING (ur.n) 
Fig.5 Opgenomen hoeveelheid(ml) GA3, 20 mg/L, door 5 takken na 
voorbehandeling van 2 tot 50 uur. 
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Fig. 6 GA3 gehalte in perssap (pmol/100 jul) van kransbladeren van 
4 takken, na voorbehandeling en 1,2 en 3 dagen daarna. 
CHLOROFYLCa + b ) GA3 I N PERSSAP 
C m g / g v e r - » g e w i c h t ) ( p m o l / l O O u l ) 
H 1 1 1 1 1 1 1 l l 1 1——I 1-
9 0 0 0 
- 8 0 0 0 
Fig. 7. Chlorofylgehalte (a + b) na voorbehandeling (2 uur) met 20 mg GA./L 
( • • ) en 200 mg GA /L (—O—) van steelbladeren (n = 5) uit het midden 
van de stengels van 5 takken.en 1 t/m 13 dagen erna. 
GA,-gehalte na voorbehandeling (2 uur) met 20 mg GA_/L ( ) en 
20Qmg GA_/L (--Q ) in perssap van steelbladeren (n = 5) uit het 
midden van de stengels van 5 takken en 1 t/m 13 erna. Lichtconditie: 
donker. 
